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癌の浸潤・転移 1）や関節リウマチ，2−5）骨粗鬆症 6）
及び多発性硬化症 7）において，マトリックスメタ
ロプロテアーゼ（matrix metalloproteinases:
MMPs）の過剰な活性化と疾患との関連性が注目さ
れ，特に MMP-2 の阻害剤はその有用性が期待され
ている．9,10）我々は既にラット脳及び肺 MMPs 活
性へのフラボンの影響を報告したが，11）本研究で
は新規 MMPs 阻害剤の探索を目的とし，マキバブ
ラシノキ Callistemon rigidus（Myrtaceae）含有成
分の活性型 MMP-2 の阻害作用について検討した． 
実　験　方　法
１．使用薬物
マキバブラシノキの茎及び果実は静岡県立大学薬
用植物園の植物から供与された．乾燥した茎 300 g
あるいは果実 10 g を 5 倍量のメタノールにより還
流冷却（1 hr×3）した後，溶媒を留去してエキス
を得た．メタノールエキスの収量は茎で 2.82 g
（9.4%），果実で 0.0275 g（2.75%）であった． ゼラ
チン及び 4-aminophenylmercuric acetate（aPMa）
は Sigma Chemical Co.,（St. Louis, Mo, USa），SDS-
PaGE に用いる試薬は bio-Rad Co.,Ltd.（hercus,
Ca, USa）から購入した．その他の試薬はナカライ
テスク（京都）のものを使用した．
２．使用動物
8 週齢，200−220 g の wistar 系雄性ラットを使
用した．ラットは恒温恒湿（25±1℃，55±5％）
で明期（7：00～19：00）及び暗期（7：00～19：00）
の環境下，固形飼料（CE-2，日本クレア）と水道
水を自由に摂取させた．ラットを断頭後直ちに肺
を摘出し，液体窒素により新鮮凍結した後−80℃
で保存した．肺組織ホモジネートの作製は前報 11）
に準じた．以上の動物実験は東北薬科大学動物実
験倫理規程に従って行った．
３．ゼラチンザイモグラフィー
ゼラチンザイモグラフィーは前報 11）の方法に準
じた．肺組織を 5 倍量の tris-hCl buﬀer（50 mM，
ph 7.5，4℃）にてホモジナイズし，上清画分
（9000×g，4℃，20 min）を得た．これを 0.5 mM
aPMa（50 mM tris-hCl，50 mM NaCl，ph 7.5）
と共に 37℃で 1 h インキュベーションした．タン
パク質量は 1.0 mg/ml に設定して使用した．ゼラ
チンザイモグラフィーは非還元 SDS-PaGE にて
行った．aPMa 処理した肺ホモジネート上清画分
は 2-mercaptoethanol を除く Laemmli sample
buﬀer に溶解し，1.0 mg/ml のゼラチンを含む
7.5％ acrylamide/bisacrylamide（29 : 1）分離ゲル
にアプライし，Mini-Protein Ⅲ apparatus（bio-
Rad）にて 200 V で 40 min 間 SDS-PaGE を行っ
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Constituent of Callistemon rigidus Showing an Inhibitory Eﬀect 
on Activated Matrix Metalloproteinase-2
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the inﬂuence of Callistemon rigidus（Myrtaceae）on rat lung activated matrix metalloproteinase-2（MMP-2）
was examined. Methanol extracts from stem and fruit showed inhibitory eﬀects on MMP-2. activation was induced
by p-aminophenylmercuric acetate, and inhibition was measured by using sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis gelatin zymography. the iC50 values were 2.96 and 32.0 mg/mL, respectively. Piceatannol was
isolated as the active constituent from the stem of this plant, and its iC50 value was 757.1μM.
the usefulness of Callistemon rigidus as a supply source of piceatannol is noted, and utility of piceatannol for the
investigation of the inhibition of activated MMP-2 was also expected for the prevention and treatment of various
diseases concerned with excess activation of MMP.
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た．分子量マーカーには，myosin（200 kDa），β-
galactosidase（116 kDa），bovine serum albumin
（66 kDa）を用いた．泳動後，ゲルは室温下 0.25%
triton X-100 で 15 min 2 回，h2o で 10 min 洗浄
し，インキュベーションバッファー［（50 mM
tris-hCl（ph 7.6），20 mM NaCl，5 mM CaCl2,
0.02% brij-58）］中 37℃で 18 h インキュベーション
した．ゲル は rapid stain Coomassie brilliant blue
kit を用いて染色した．
４．MMP-2 活性の定量
ゼラチンザインモグラフィーにより得た，活性
型 MMP-2 の活性を示すゲル中の分子量 66 kDa の
消化痕はスキャナ（EPSoN ES-2200）で PC に取
り込み，定量的画像解析法（L Process V2.0 及び
image Gauge V4.0，FUJi PhotoFiLM Co, Ltd.）
により処理した．11）
５．MMP-2 阻害成分の単離
茎のメタノール抽出物（2.85 g）を水に溶解して
クロロホルム，酢酸エチル，及び n-ブタノールで 3
回分配し，それぞれの溶剤留去後にエキスを得た．
table 1 に収率を示す．酢酸エチル画分（776 mg）
はクロロホルム-メタノール系でシリカゲル（ワ
コーゲル C-200，和光）カラムクロマトグラフィー
に付し，得られた画分の活性型 MMP-2 阻害作用を
スクリーニングして最も阻害の強かった画分から
化合物 1（無色非晶性粉末；57.0 mg）を得た．こ
の化合物は各種スペクトルデータの標品 12）との比
較によりピセアタンノールと同定された．
６．ピセアタンノールの高速液体クロマトグラ
フィーによる定量
ピセアタンノールは以下の hPLC 条件下で定量
し た ． 高 圧 ポ ン プ ， モ デ ル 600E（ waters
associates，ミルフォード（Ma））；検出器，490E
Multiwavelength Detector（waters associates; 305
nm）；カラム，Lichro CaRt（Merk; 4.6 mm
i.d.×250 mm）；移動相，a：5%アセトニトリル，
b：60%アセトニトリル，グラジエント溶出（a :
b，100 : 0 → 0 : 100; 80 分）；流速，1.0 mL/min．
移動相はいずれもトリクロロ酢酸で ph 1.6 に調整
した．カラム温度 35℃，クロマトグラムは SiC
Chromatocorder 12 にて記録した（SiC）．茎（7 mg）
及び果実（20 mg）のメタノールエキスは，5 mL の
メタノールに溶解し，5μL を hPLC に付した．ピセ
アタンノールの濃度（0.04−0.14μg）にて最小二乗
法により回帰直線式（y＝8.7187×105x＋2487.3，γ＝
0.999）を作製した．ただし，x は化合物の絶対注入
量（μg），y はクロマトグラムのピーク面積である．
結果及び考察
マキバブラシノキはオーストラリア原産の
Myrtaceae に属する常緑の木本であり，ヨーロッ
パではその精油成分を含む民間薬が，咳，気管支
炎，及び呼吸器感染症 13）に対して用いられてい
る．その葉，13,14）果実，15）及び種子 13）からはモノ
テルペノイドとセスキテルペノイドが精油成分と
して単離されているほか，フラボノイド 16）やトリ
テルペノイド 17）が葉より単離されている．本研究
では，マキバブラシノキメタノール抽出エキスに
よる用量依存的な活性型 MMP-2 の阻害作用がゼラ
チンゲルザイモグラフィーにより明らかとなり，
その iC50 値はそれぞれ茎で 2.96 mg/mＬ，果実で
32.0 mg/mL であった．
茎メタノールエキスに弱い活性型 MMP-2 の阻害
を認めたため，エキスを水，クロロホルム，酢酸
エチル，n-ブタノールに分配し，各画分の活性型
MMP-2 に対する阻害活性を検討した．結果を
table 1 に示す．酢酸エチル，n-ブタノール及び水
画分に，それぞれ 0.19，0.27 及び 0.28 mg/mL の強
い阻害が認められ，クロロホルム画分には阻害は
認められなかった．酢酸エチル画分（776 mg）は
クロロホルム−メタノール混液にてシリカゲルカ
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table 1. inhibition of MMP-2 activity by Extracts from
Stems of Callistemon rigidus
Extract yield（%） iC50
Methanol 2.75 2.96 mg/mL
Chloroform 0.85 ND
Ethyl acetate 0.68 0.19 mg/mL
n-butanol 0.44 0.27 mg/mL
water 0.64 0.28 mg/mL
Piceatannol 757.1μM
ND, not determined. Fig. 1.  Structure of Piceatannol
ラムクロマトグラフィーに付し，得られた画分の
阻害作用をスクリーニングし，最も阻害の強かっ
た画分から化合物 1（無色非晶性粉末；57.0 mg）
を得た．この化合物は各種スペクトルデータの標
品との比較から，ピセアタンノール（Fig. 1）と同
定された．その活性型 MMP-2 阻害作用は Fig. 2 に
示すように用量依存的であり，iC50 値は 757.1μM
であった．
ピセアタンノールはαアミラーゼ阻害作用物質 12）
として同植物から既に単離されており，Picea sp. 18）
だけでなく，ダイオウ，19）あるいはヨーロッパ産
ブドウ 20）等にも含有される．しかし，いずれもそ
の含量は少なく，ピセアタンノールの有効性に反
し，その供給源として有用なものは少ない．この
ことから，マキバブラシノキの茎及び果実に含有
されるピセアタンノールの含量を hPLC により検
討した．様々な分離条件の検討の結果，Fig. 3 に示
すようにピセアタンノールの良好な溶出条件を得
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Fig. 2.  SDS-PaGE Gelatin-gel zymography of the Lung 9000×g Supernatant Fraction
Lane 1, 9000×g supernatant fraction activated by aPMa; 2, with 10 mM EDta; 3, with 2.05 mM piceatannol; 4, with 1.03 mM
piceatannol; 5, with 0.51 mM piceatannol; 6, with 0.10 mM piceatannol; 7, with 0.05 mM piceatannol.
Fig. 3.  Elution Profile of Methanol Extract of Callistemon rigidus Stem obtained by hPLC
Column, Lichro CaRt（4.6 mm i.d.×250 mm）; mobile phase, 5% Ch3CN in h2o acidified with trichloroacetic acid（ph 1.6）（solventa）−60% Ch3CN in h2o acidified with trichloroacetic acid（ph 1.6）（solvent b）（a : b, 100 : 0 → 0 : 100; 80 min）; flow rate, 1.0 mL/min;detector, UV at 305 nm; column temperature, 35℃. arrow, piceatannol.
た．同条件下での茎及び果実中のピセアタンノー
ルの含量を検討した結果を table 2 に示す．ピセア
タンノールは茎エキスに 3.6％，果実エキスに 0.6%
含有されており，iC50 値での比較において茎は果
実の 10 倍以上阻害活性が強かったが，その活性の
差異はピセアタンノールの含量に依存する可能性
があることが示唆された． 
植物成分として，フラボノイド，21）スチルベン，22）
アントシアニン，23）エピガロカテキン，24）及びタ
ンニン 25）が活性型 MMP-2 の阻害作用を示すこと
が知られている．赤ワインなどのピセアタンノー
ルを含む食品の摂取は心血管障害の予防，26,27）及
び腫瘍細胞の増殖抑制 28）をはじめとする様々な効
果があるのが既に知られている．本研究結果から
ピセアタンノールの供給源としてのマキバブラシ
ノキの有用性及び活性型 MMP-2 阻害作用物質とし
てのピセアタンノールの有用性が示唆された．安
価で容易に供給可能な新規 MMPs 阻害物質は臨床
的に MMPs が関与する種々の疾患の予防及び治療
において有用である可能性が高く，その供給源と
してマキバラブラシノキは着目に値すると考える． 
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